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^ (54) Title: DIHYDRCX>RarATE DEHYDROGENASE SEQUENCE OF CORYNEBACFERIUM GLUTAMICUM AND THE USE 
THEREOF IN MICROBIAL PRODUCTION OF PYRIMIDINE AND/OR COMPOUNDS USED WITH PYRIMIDINE 

^ (54) Bezeichnung:DffiSEQUENZ DER DIHYDRC)OROTAT-DEHYDRC>GENASEAUS CO/2 

UND DEREN EINS AIZ BEI DER MIKROB TF.T,I ,HN PRODUKTION VON PYRIMIDINEN UND/ODER MIT PYRIMIDIN VER- 
O WANDTEN VERBINDUNGEN 

g (57) Abstract: The invention relates to nucleotide sequences of a gene (pyrD) for biosynthesis of pyrimidine from Corynebacterium 
O gluiamicum and to the use thereof in microbial production of pyrimidine. 

O 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung besteht aus Nucleotidsequenzen eines (Sens (pyrD) ftlr die Pyrimidinbiosyn- 
1^ these aus Corynebacterium gluiamicum und ihrem Einsatz zur niikrobiellen Produktion von Pyrimidinen. 
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Die Sequenz der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus Corynebacteriwn 
glutamicvm und deren Einsatz bei der mikrobiellen Produktion von 
^ Pyrimidinen und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung befaSt sich mit dem ProduktionsprozeE 
von Pyrimidinen durch Fermentation mit Hilfe eines gentechnisch 
10 veranderten Organismus. Diese Erfindung besteht in der Sequenz 
der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus Coryneiacterimn glutamicim 
und deren Einsatz zur mikrobiellen Produktion von Pyrimidinen 
und/oder von mit Pyrimidin verwandten Verbindungen. 

15 Der Biosyntheseweg f<ir Pyrimidine ist ftir alls lebenden Organis- 
men essentiell (ein Cbersichtsartikel hierzu findet sich von 
Switzer, R. L. und Quinn, C. L. in Bacillus subtilis (Hrsg • 
Sonenshein. A. L., Hoch, J. A. und Losick, R., American Society 
for Microbiology, Washington, D.C.), 1993, S. 343-358. Die Pyri- 

20 niidinnucleotide sind Pyrimidinderivate und als solche aktivierte 
Vorstufen der DNA und RNA und fiir viele Biosynthesewege . In den 
Pyrimidinnucleosiden Cytidin, Uridin. Deoxycytidin und Deoxythy- 
midin ist eine Pyrimidinbase an eine Pentose gebunden, die Pyri- 
midinnucleotide sind die Phosphatester der Pyrimidinnucleoside 

25 Pyrimidinnucleoside und Pyrimidinnucleotide und deren Derivate 
sind auch wichtige Ausgangsverbindungen zur Synthese wertvoller 
Arzneimittel, wie z.B. CDP-Cholin, Orotsaure oder UMP (ein Uber- 
sichtsartikel hierzu gibt es von Kuninaka, A. in Biotechnology 
Vol. 6 (Hrsg.: Rehm, H.-J. und Reed, G.), VCH, Weinheim, Deutsch- 

30 land, 1996, S. 561-612) 

Viele, aber nicht alle Mikroorganismen kSnnen ihre Pyrimidinnu- 
cleotide sowohl de novo als auch aus von au£en angebotenen Pyri- 
midinbasen und Pyrimidinnucleosiden synthetisieren. Pyrimidin- 

35 basen und/oder Pyrimidinnucleoside kommen normalerweise nicht 
intrazelluiar vor. Sie kSnnen jedoch unter manchen Wachstums- 
bedingungen im Oberschufi gebildet werden und werden dann in das 
Kultuxmedium ausgeschieden. Darum lassen sich Mikroorganismen zur 
fermentativen Produktion von Pyrimidinnucleotiden und/oder ver- 

40 wandten Verbindungen einsetzen. 

Die Biosyntheseleistung der Mikroorganismen ftir Pyrimidinnucleo- 
tide last sich durch gentechnische VerSnderung des Pyrimidinbio- 
synthesewegs optimieren. Gentechnische Verdnderung bedeutet hier- 
45 bei, dafi die Anzahl der Genkopien und/oder die Geschwindigkeit 
der Transkription der Gene far den Pyrimidinsyntheseweg erhSht 
wird. Als Folge hiervon steigt der Anteil an Genprodukt und die 
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intrazellulare enzymatische Aktivitat. Eine erhOhte enzymatische 
Aktivitat fiihrt zu einer vermehrten Umwandlung von im NShrmediun, 
angebotenen Verbindungen zu Pyrimidinnucleotiden und/oder ver- 
wandten Verbindungen und steigert so die Syntheseleistung So 
5 koimte man zeigen, daS z.B. ein Anstieg der AktivitSt der Dihy- 
droorotat-Dehydrogenase, die die Oxidation von ( S) -Dihydroorotat 
zu Orotat katalysiert - dies ist die vierte Stuf e bei der de novo 
Pyrimidinbiosynthese far Pyrimidinnucleotide - die UMP-Synthese- 
leistung in Corynebacteriim aimoniaffenes erhfiht (Nudler, A A 
10 Garibyan, A. G. und Bourd, G. I. (1991) FEMS Microbiol . Lett 
82:263-266). 

Die Erfindung befaSt sich mit dem neuen pyrD-Gen ftlr die Dihy- 
droorotat-Dehydrogenase des Pyrimidinbiosynthesewegs aus Co2^e- 
15 bacterium glutamicwn und seinera Einsatz zur Herstellung von Pyri- 
midinnucleotiden und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen. 

Ein Teil der Erfindung besteht in dem pyri^Genprodukt . Die SEQ ID 
NR. 2 beschreibt eine Polypeptidsequenz. Das pyrD-Gen kodiert ein 

20 Polypeptid aus 322 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 
33 953. Die vorliegende Erfindung befafit sich aber auch mit funk- 
tionelLen Derivaten dieses Polypeptids. die man erhalten kann, 
wenn man in der SEQ ID NR. 2 durch Deletion, Insertion oder Sub- 
stitution Oder durch eine Kombination von Deletion, Insertion und 

25 Substitution eine oder mehrere AminosSuren, vorzugsweise bis zu 
25% der AminosSuren ersetzt, am besten bis zu 15%. Der Ausdruck 
funktionelles Derivat bedeutet, daS die EnzymaktivitSt des Deri- 
vats noch in der gleichen GrSfienordnung liegt wie die des Poly- 
peptids mit der Sequenz SEQ ID NR. 2 

30 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in den Polynucleotidse- 
quenzen, die die oben beschriebenen Polypeptide kodieren. Die Po- 
lynucleotidsequenzen lassen sich ausgehend von Sequenzen. die man 
aus Corynebacterium glutamicum isoliert (d.h. SEQ ID NR. 1), er- 
35 zeugen, in dem man diese Sequenzen durch ortsgerichtete Muta- 
genese modifiziert oder nach RQckObersetzung des entsprechenden 
Polypeptids mit dem geaetischen Code eine chemische Totalsynthese 
aasf-Ohrt. 

40 Diese Pplynucleotidsequenzen kSnnen am besten in Form von Genkon- 
strukten zur Transformation von Wirtsorganismen, vorzugsweise von 
Mikroorganismen, eingesetzt werden. Diese Genkonstrukte bestehen 
zumindest aus einer Kopie eines der Polynucleotide zusammen mit 
zumindest einer regulatorischen Sequenz. Regulatorische Sequenzen 

45 umfassen Promotoren, Terminatoren, VerstSrker und ribosomale Bin- 
dungsstellen. 
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Bevorzugte Wirtsorganistnen fiir die Transformation mit diesen Gen- 
konstrukten sind Corynebacteriwn- und Bacillus- Art en. auch jeden 
eukaryontischen Mikroorganismus kann man dafOr einsetzen, 
vorzugsweise Hefestanme der Gattung Asbbya. Candida, Pichia, 
5 Saccbaromyces und Hansenula. 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht im Herstellungsprozefi far 
Pyrimidine und Pyrimidinderivate mit Hilfe der Kultivieriing eines 
Wirtsorganismus, der in der oben beschriebenen Art transf ormiert 
10 ist, und in der nachf olgenden Isolierung der Pyrimidine. Unter 
einem Pyrimidinderivat versteht man eine Verbindung mit einem 
Pyrimidinring, das sich dadurch herstellen ISSt, dalS man einen 
Wirtsorganismus mit einem der der hier vorliegenden Erfindung 
entsprechenden Polynucleotide transf ormiert . 

15 

Die Verfahren und Vorgehensweisen zur Kultivierung von Mikroorga- 
nismen und zur Isolierung von Pyrimidinen aus einer mikrobiellen 
Produktion sind dem geschulten Personal geiaufig. 

20 Die f olgenden Beispiele beschreiben, wie die Erfindung entstand 
und ihre Anwendung bei der gentechnischen VerSnderung von Mikro- 
organismen zur erhOhten Produkt ions lei stung von Pyrimidinnucleo- 
tiden \md/oder verwandten Verbindungen. 

25 Beispiel 1 

Darstellung einer Genombibliothek aus Cor^eiacterium ^lutamicum 
ATCC 13032 

30 DNA aus dem Genom von Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 laSt 
sich nach Standardmethoden gewinnen, die bereits beschrieben 
sind, z. B. von J. Altenbuchner und J. Cullum (1984, Mol. Gen, 
Genet. 195 : 134-138) . Die Genombibliothek ISfit sich nach Standard- 
vorschriften (z.B.: Sambrook, J. et al. (1989) Molecular cloning: 

35 a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press) mit 
einem beliebigen Klonierungsvektor herstellen, z.B. pBluescript 
II KS- (Stratagene) oder ZAP Express™ (Stratagene) . Dabei kann 
man jede beliebige FragmentgrSSe benutzen, vorzugsweise 5au3AI- 
Fragmente mit einer LSnge von 2-9 kb, die sich in Klonierungsvek- 

40 toren mit verdautem BamHI einbinden lassen. 



45 
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Beispiel 2 

Analyse der Nucleinsauresequenz der Genombibliothek 

5 Einzelne E, coli-Klone kann man aus der im Beispiel 1 dargestell- 
ten Genorabibliothek ausv/Shlen. E. coii-Zellen werden nach Stan- 
dardvorfahren in geeigneten Medien kultiviert (z.B. LB ergtozt 
mit 100 mg/l Ampicillin) , imd danach laSt sich die Plasmid-DNA 
isolieren. Klont man Genomf ragmente aus der DNA von Corynebacte- 
10 riuzn ^lutamicum in pBluescript II KS- (siehe Beispiel 1), laiSt 
sich die DNA mit Hilfe der Oligonucleotide 5 '-AATTAACCCTCAC- 
TAAAGGG-3 ' und 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3' sequenzieren. 

Beispiel 3 

15 

Computeranalyse der Sequenzen der isolierten Nukleinsauren 

Die Nucleotidsequenzen lassen sich z.B. mit Hilfe des BLASTX-Al- 
gorithmus (Altschul et al. (1990) J. Nol, Biol. 215: 403-410) 
20 aneinanderfiigen. Auf diesem Weg kann man neuartige Sequenzen ent- 
decken \ind die Funktion dieser neuartigen Gene aufklSren. 

Beispiel 4 

25 Identifizierung eines E. coli-Klons, der das Gen fur die Dihy- 
drooro tat -Dehydrogenase (EC 1.3.3.1) enthait 

Bei der Analyse der E. coii-Klone, vie sie iia Beispiel 2 be- 
schrieben wurde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene 

30 Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschlolS, ergab sich eine 
Sequenz, wie sie mit SEQ ID NR. 1 beschrieben ist. Bei der Anwen- 
dung des BLASTX-Algorithmus (siehe Beispiel 3) ergab diese Se- 
guenz Ahnlichkeit mit der Dihydroorotat-Dehydrogenase (PyrD; EC 
1.3.3.1) aus verschiedenen Organismen, Die groEte Ahnlichkeit war 

35 mit der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus W/'coJbacterium leprae ge- 
geben (SWISSPROT P46727; 67% tJbereinstimmung auf der Stufe der 
AminosSuren) . 

Beispiel 5 

40 

Der Einsatz des Gens fiir die Dihydroorotat-Dehydrogenase (pyrD) 
aus Corynebacterium glutaiadcum zur Produktion von Pyrimidin und/ 
Oder mit Pyrimidin verwandten Vexbindungen 

45 Das Gen fiir die Dihydroorotat-Dehydrogenase aus Coirynebacterium 
glutainlcum kann man mit Hilfe geeigneter Klonierungs- tind/oder 
Expressions systeme in das Corynebacterium glutamicum oder in 
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einen beliebigen anderen Mikroorganismus einfiihren. Es lassen 
sich gentechnisch veranderte Mikroorganismen herstellen, die sich 
vom Wildtyp in der Aktivitat oder der Anzahl der Kopien der Gene 
unterscheiden. Diese neuartigen, gentechnisch verSnderten Stamme 
5 kann man zux Produktion von Pyrimidin und/cder mit Pyrimidin ver- 
wandten Verbindiingen einsetzen. 



Sequenzliste 



10 (I) Allgemeine Angaben 



(1) Anmelder : 



(A) Name: 
15 (B) StraEe: 

(C) Stadt: 

(D) Land: 

(E) Postleitzahl: 

(F) Telephon: 
20 (G) Telefax: 



BASF-LYNX Bioscience AG 

Im Neuenheimer Feld 515 

Heidelberg 

Deutschland 

69120 

06221/4546 
06221/454770 



(2) Titel: Die Sequenz der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus 

CoryneJbacterium glutamicum und deren 

Einsatz zur mikrobiellen Produktion von Pyrimidinen 

Tind/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen 

(3) Anzahl der Sequenzen: 2 

(4) Art der vom Computer lesbaren Form: 

30 

(A) DatentrSger: Diskette 

(B) Computer: IBM PC kompatibel 

(C) Betriebssystem: Windows NT 

(D) Software: Microsof t®word 97 SR-1 

35 

(I) Angaben zur SEQ ID NR. 1: 



( 1 ) Seguenzcharakteristika : 



40 (A) Lange: 

(B) Art: 

(C) Strangtyp: 

(D) Topologie: 



966 

Nucleinsaure 
Doppelstrang 
linear 



45 (2) Art des Molekiils: DNA 

(3) hypothetisch: nein 

(4) Antisense: nein 



10 
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(5) Herkunft: 

(A) Organismus: Corynebacterlum glutamlcxm 

5 (6) Beschreibung der Sequenz: SEQ ID NR. 1: 

ATGGAAAAAATCATCGCAGTGCACGATGATTCCCTCTCCCAGGAAGTCTTCGGCGTCACCTTCCC 
ACGACCACTAGGCCTCGCCGCAGGTTTCGACAAAAACGCATCAATGGCTGATGCCTGGGGTGCCG 
TTGGATTCGGATACGCCGAACTTGGCACCGTCACCGCCTCCCCACAGCCAGGAAACCCCACCCCG 
CGCCTTTTCCGCCTGCCTGCCGACAAAGCTATCTTGAACCGCATGGGATTCAACAACCTGGGTGC 
AGCAGAAGTCGCAAAAAACCTGCGCAACCGGAAATCCACCGATGTCATCGGCATCAACATCGGTA 
AAACCAAAGTGGTTCCCGCTGAACACGCAGTAGATGACTACCGCCGTTCTGCATCTTTGTTA^^^ 
GATCTTGCTGATTACCTGGTTGTCAACGTTTCCTCCCCCAACACTCCGGGTCTCCGCGATCTGCA 
GGCTGTGGAATCTTTGCGACCAATCCTCGCCGCAGTGCAGGAATCCACCACCGTCCCAGTCT^ 
TGAAAATCGCACCAGACCTCTCCGACGAAGACATCGACGCCGTAGCTGACCTGGCAGTTGAGCTC 
AAACTCGCCGGAATCGTAGCCACCAATACCACCATTTCCCGCGAAGGCCTCAACACTCCTTCAGG 
TGAAGTCGAAGCCATGGGTGCTGGCGGAATCTCCGGTGCTCCAGTAGCAGCCCGATCTTTGGAGG 
TACTCAAGCGCCTCTACGCACGGGTAGGCAAAGAGATGGTGTTGATCTCTGTCGGTGGCATCAGC 
ACCCCTGAGCAAGCCTGGGAACGCATCACCTCCGGCGCAACCCTTCTGCAGGGATACACCCCATT 
2 0 CATCTACGGTGGCCCCGATTGGATCAGAGATATCCACCTTGGTATCGCCAAGCAGCTGAAAGCTC 
ACGGTCTGCGCAACATCGCTGACGCTGTGGGCAGCGAATTGGAGTGGAAGAACTAA 

(1) Angaben zur SEQ ID NR. 2: 
25 (1) Seopaenzcharakteristika: 

(A) LSnge: 322 

( B ) Art : AminosMxir e 

(C) Strangtyp: eine Kette 
30 (D) Topologie: linear 

(2) Art des Molekiils: AminosSure 

( 3 ) hypothetisch : nein 

(4) Antisense: nein 
35 (5) Herkunft: 

(B) Organismus: Corynebacterium glataiaicum 

16) Beschreibung der Sequenz: SEQ ID NR. 2: 



40 



MEKIIAVHDDSLSQEVFGVTFPRPLGLAAGFDKNASMADAWGAVGFGYAELGI^ 
RLFRLPADKAILNRMGFNNLGAAEVAKNIJII^ 

DU^YLVVNVSSENTPGLRDLQAVESLRPIIAAVQESTTVPVLVKIAPDLSD 
KIAGrVATNTTISREGLNTPSGEVEAMGAGGISGAPVAARSLEV^ 
45 TPEQAWERITSGATLLQGYTPFIYGGPDWIRDIHLGIAKQLKAHGLRNIADAVGSELEWKN 
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PatentansprUche 

1. Ein Polypeptid mit Dihydroorotat-Dehydrogenaseaktivitat , das 
5 aus der folgenden Gruppe ausgewMhlt wurde: 

(a) ein Polypeptid niit einer AiainosSuresequenz, wie sie in 
der SEQ ID NR, 2 beschrieben ist, 

10 (b) ein Polypeptid, das ±m Vergleich zu (a) durch Deletion, 

Insertion oder Substitution einer oder mehrerer Amino- 
sSxiren verSndert ist. 

2. Ein Polynucleotid, das ein dem Anspruch 1 entsprechendes 
15 Polypeptid kodiert, 

3. Ein Genkonstirukt , das zximindest aus einer Kopie eines dem 
Anspruch 2 entsprechenden Polynucleotids zusammen mit zumin- 
dest einer regulatorischen Sequenz besteht. 

20 

4. Ein Wirtsorganismus, der mit einem dem Anspruch 3 entspre- 
chenden Gen transformiert ist. 

5. Ein ProzeS zur Produktion von Pyrimidinen und Pyrimidin- 

25 derivaten, bei dem ein dem Anspruch 4 entsprechender Wirts- 

organismus kultiviert und in der Folge das Pyrimidin oder das 
Pyr imi dinder i va t isoliert wird. 



30 



35 



40 
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